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C0MPOSITI0N PHARMACEUTIQUE , UTILE A TITRE PREVENTIF OU CURAT IF CONTRE LES 
TUMEURS INDUITES PAR LES PAPILLOMAVIRUS 

La presence invention concerne de nouvelles 
compositions vaccinales utiles contre les tumeurs 
indultes par les papillomavirus, et plus par tlcull&rement 
contre les types HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, 
5 Les papillomavirus reprtsentent un groupe de 

virus I ADN* lis possfedent une coque protSique et un 
gSnome d'ADN clrculaire d'environ 7900 palres de bases. 
Un certain nombre de types de papillomavirus,, bovins 
(BPV), humains (HPV) ont 6t4 identifies, et les gSnomes 

10 de certains ont CtC complitement s€quenc€s (1). 

Les travaux dt recherche fondamentale qui ont £t£ 
menCs sur ces virus ont alnsl conduit i dlstinguer dans 
leur g&nome une rCgion prCcoce et une rSgion tardive, par 
analogle avec le gSnome du virus du polyome et du SV40. 

15 La rfigion tardive contlent deux cadres de lecture LI et 
L2 qui codent pour les composants majeurs de la capside. 
La rSglon prCcoce contlent au molns les cadres de lecture 
El, E2, E4, E5, E6 , E7 et E8 • Les prolines codges par 
ces cadres de lecture possident des fonctions 

20 dlffgrentes. Trols de ces prot£lnes sont ImpliquSes dans 
les processus de transformation oncogCnique des cellules 
infect£es. La protfilne ES de BPV-1 qui possSde un 
important pouvoir de transformation et qui peut in vitro 
transformer des cellules de fa?on IndSpendante (2) est 

25 codSe par la partie 3 V de la region pr£coce. Les 

protSlnes E6 de BPV-1 et E7 de HPV-16 sont codSes par la 
partie 5* de la rfigion prtcoce et sont ImpllquCes dans 
l'lnduction et le maintien de la transformation oncogene. 
Ces deux protfilnes semblent dCriver d'un gSne ancestral 

30 commun par duplications successives d'un peptide de 

33 acldes aminfis (3). Le pouvoir transf rmant de E7 a 6t£ 
d£montr£ pour HPV-16 et 18 (4 y 5 f 6). Parol les autres 
procClnes prtcoces, El et E2 possSdent un rOle dans la 
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replication et/ou l'expression du virus alors qu'il n'a 
pas StS mis en evidence de fonction £ E4 et E8. 



Chez l'homme, les HPV sont associ€s 3 des 
5 pathologies allant de 1'lnfection benigne de la peau, aux 
verrues et aux tumeurs malignes* Ces viru9 sont 
hautement specifiques des tissus cibles, notamment les 
Spi thSliuras de l'Spiderme des voles ge*nitales, orales et 
respiratoires (7). Les donn&es Spidgmi o logiques sugg&rent 
10 fortement le r61e de certaines souches d'HPV dans le 

cancer du col de I'uterus et des voles basses (tumeur le 
plus frfiquemment fatal chez la femme). L'ADN de HPV-16 et 
HPV-L3 est retrouvee dans la plupart des biopsies 
provenant de cellules canc£reuses ggnltales, plus 
15 rarement on dStecte HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39 et 
HPV-45. 

Les pathologies associ£es aux virus HPV posent un 
probl&me th&rapeut ique du fait de leur nature persistante 
20 et r£eurrente. De nombreuses approches ont d£jd €t£ 
utilis£es dans le traitement de ces maladies : la 
chirurgie, la chimioth€rapie , les agents antiviraux et 
1 ' immunothSrapie (8) ♦ 

25 En particulier, la publication europSenne de 

brevet EP-A-0133123 d€crit une approche de vaccination 
contre une infection par les papillomavirus qui consiste 
£ preparer par genie genetlque des prot&lnes de la 
capside du virus, c'est-3-dire des protSines de structure 

30 cor respondant done 1 la rSglon tardive du virus, et & les 
utiliser comme agents immunogSnes. Dans ce document, les 
moyens dScrlts vlsent & une protection contre une 
infection par les virus eux-m€mes, et done & priori 
contre toutes les formes d'infections susceptlbles de se 

35 dfivelopper • 
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La prfisente invention vise plus pr€cis€ment 
l'obtention de vaccins actifs, a titre preventif ou 
curacif contre les tumeurs malignes resultant d'une 
infection prSfitablie par HPV. 

5 

La presents invention repose sur 1 'observation 
que la formation des tumeurs induites par les 
papillomavirus est due 3 l'expression des gSnes precoces 
des virus. 

10 

L'invention a done pour objet des compositions 
pharmaceutiques carac tSrisges en ce qu f elles contiennent 
3 titre de principe actlf prfi ventlf ou curatif au moins 
un poxvirus recombinant qui comporte une sequence d'ADN 
15 hSterologue codant au moins pour la rSgion essentielle 
d'une prot€ine prficoce d'un papillomavirus ainsl que les 
elements de regulation assurant son expression dans les 
cellules sup£rieures. 

20 Par region essentielle de ladite prot£lne, on 

entend designer la partie de la sSquence protSique 
capable d'induire une ImmunitS ant itumorale . 

Les compositions vaccinales selon l'invention 
25 peuvent Stre utilisfies \ des fins varices. Elles peuvent 
etre utillsles & titre prSventif, pour empficher 
I'apparltlon de tumeurs malignes, solt avant toute 
infection par le virus, solt encore aprSs une infection 
ayant caus£ des troubles b£nlns, par cralnte de voir 
30 d'autres tlssus atteints et se transformer en tlssus 
cancfireux. Elles peuvent potent lellement Stre aussl 
utilisSes a titre curatif, pour falre disparattre une 
tumeur d£j3 InstallSe, ou en complement ou substitution & 
une ablation. Ces utilisations peuvent concerner l'homme, 
35 m ai3 aussl l'anlmal, en partlculler les bovlns pour la 
prevention des infections par le virus BPV. On pourra 
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utilis r, le cas SchSant le poxvirus recombinant avec un 
support pharaiaceu t iquement acceptable pour son 
Inoculation 3 I'homme ou a l f animal. 

5 Etant donnees les observations qui ont ete 

faites, et rappelees plus haut sur la frequence 
d f infection par HPV de type 16-18-31-33-35-39 et 45 dans 
les cas de cancer du col de 1'utSrus, l'invention 
concerne plus par t icuiiSrement des compositions 

10 vaccinales utiles contre HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, 
HPV-35, HPV-39 et HPV-45. 

C ? est pourquoi l'invention a pour objet une 
composition vaccinale telle que definie prficedemment dans 
15 laquelle le poxvirus comprend au moins une sequence d'ADN. 
codant pour au moins une protSine non-s tructura le du 
virus HPV de type 16, 18 f 31, 33, 35, 39 ou 45 et en 
particulier du virus HPV-16. 

20 Comme rappele* prSc€demment , la structure des 

virus de la famille des papillomes, en particulier BPV-1 
et HVP, est telle qu'll existe au moins 7 cadres de 
lectures susceptibles de correspondre I des fonctions 
proteiques blen specifiques des mficanismes d'action du 

25 virus et du maintien du genome viral. C'est pourquoi 11 
peut Stre intfiressant de preparer des compositions 
pharmaceu t iques qui expriment dans l'organisme humain 
plusieurs protfiines simultanfiment • Ceci peut etre obtenu 
soit avec plusieurs poxvirus exprimant chacun une 

30prot€ine donn€e» soit avec un poxvirus contenant 

plusieurs sequences d'ADN h€t€rologue correspondant aux 
prot€ines choisies. 

Bien encendu, le poxvirus recombinant comportera 
35 l'ensemble des elements nScessaires a l'expression des 
pr twines dans les cellules sup6 rieures , c.a.d. gSn€ra- 
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lenient un promoteur de la transcription du gSne et une 
rSgion d'initiation de la traduction dans la cellule 
hote ; de preference le promoteur sera le promoteur d f un 
gene du poxvirus utilise". 

5 

Parmi tous les poxvirus envisageables , on choisit 
de prSfSrence le virus de la vaccine, car il a dgja" StS 
Stabli que les antigSnes exprimes par le virus de la 
vaccine recombinant sont correctement pre'sente's a la 
10 surface des cellules infectSes et permettent l'induction 
d'une rSponse immunitaire de type cellulaire. Ces 
circons tances sont done par t iculi&rement favorables 
puisqu'tl est connu que 1 f elimination des cellules 
turaorales implique l'immunite" cellulaire. 

15 

Lorsque le poxvirus est le virus de la vaccine, 
on utilisera de preference comme promoteur celui du gSne 
de la protSine 7,5 K du virus de la vaccine. L'ensemble 
proraoteur-sgquence codant sera insSrS dans une rfigion non 
20 essentielle du virus ; par exemple, dans le cas du virus 
de la vaccine, le gSne de la thymidine kinase (TK) ce qui 
permettra une selection aisSe des virus recombinants TK". 

GSnfiralement , le virus vivant est inocule' a* 
25 I'homme ou a l'animal. Toutefois, on peut aussi envisager 
d'injecter £ l'homme ou a* I'animal le virus recombinant 
tue, prfisentant & sa surface les protSines choisies, ou 
les protSines purifiSes 3 partir de cultures cellulaires 
Lnfectees par les virus de la vaccine recombinants. 

30 

Les compositions pharmaceu t iques selon 
l'invention peuvent gtre prSparSes selon des procedes 
connus dans le domaine des vaccins, et les doses 
applicables pourront varier dans une large gamme. Elles 
35 seront fonctlon notamment de l'€tat du patient et 

d'autres paramStres qui seront 6valu£s par le praticien. 
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[-'invention sera illustrfie par les exemples ci- 
apr£s, qui dScrivent d'une part des rSsultats de 
vaccination sur animaux auxquels on a injecte des 
cellules t ransf orm€e s par le virus du papillome bovin 

5 (BPV-L) et, d'autre part, des resultats de vaccination 
sur animaux auxquels on a injects des cellules 
trans fornixes par le virus du papillome humain (HPV-16). 
On dScrit en particulier le clonage et le sSquencage des 
ADN correspondant aux cadres de lecture aux protfiines E5, 

10 E6, E7 de HPV-16 ainsi que les rSsultats de vaccination 
obtenus avec des virus recombinants exprimant ces 
protSines. 



La description d€taill€e de l f invention sera 
15 accorapagnfie par les figures 117 qui reprfisentent : 



- la figure 1 reprSsente le gel SDS-PAGE des 
immunoprScipi tSs des produits des cadres de 
lecture El, E2, E5 et E6 de la rSgion prScoce 
20 du genome du papillomavirus bovin BPV-1. 



- la figure 2 reprSsente la pSriode de latence du 
dfive loppement des tumeurs des animaux vaccines 
avec les virus de la vaccine recombinants, 

25 exprimant les produits des cadres de lecture 

El, E2, E5, E6 ou E7 du papillomavirus bovin 
BPV-1 (VVbEl, VVbE2, VVbE5, VVbE6 et VVbE7), ou 
un virus de la vaccine recombinant tfiraoin, VV-0 
(n'exprimant pas une protgine de BPV-1) et 

30 Sprouves avec des cellules FR3T3 transform€es 

par 3PV-1 (FR3T3 BPV-1-6). 

- la figure 3 reprSsente la p€riode de latence du 
dSve loppement des tumeurs chez des animaux 

25 vaccinas avec les virus de la vaccine 

recombinants exprimant les produits des cadres 
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de Lecture E5, E6 et E7 du papillomavirus bovin 
BPV-1 (VVbE5 f WbE6 t VVbE7) ou une association 
VVbE5-VVbE6 ou VVbE5-VVbE7 ou un virus de la 
vaccine recombinant temoin VV-0 (n 1 expr iaant 
pas une protfiine de BPV-1) et Sprouves avec des 
cellules FR3T3 transformers par BPV-1 (FR3T3- 
8PV-1-3) . 

la figure 4 reprgsente schSmat iquement la 
structure du bacteriophage M13 E7/E6 (HPV-16). 

la figure 5 reprfisente schSma tiquement la 
structure du bacteriophage M13 *E5 (HPV-16). 

la figure 6 repr£sente la sequence de l'ADN 
comp leraentaire du cadre de lecture E5 (HPV-16). 

la figure 7 reprfisente le gel SOS-PAGE des 
immunopre'cipite's des produits des cadres de 
lecture E6 et E7 de la region prScoce du genome 
du papillomarivus humain HPV-16. 

la figure 3 reprSsente Involution de la taille 
des tumeurs chez des animaux vaccine's avec le 
virus de la vaccine recombinant exprlmant le 
produit du cadre de lecture E6 du 
papillomavirus humain HPV-16 (VVhE6) et 
€prouv€s avec des cellules primaires de rat 
transformers par HPV-16 et un oncogene ras. 

la figure 9 repr€sente 1'Svolutlon de la taille 
des tumeurs chez des animaux vaccinas avec le 
virus de la vaccine rec mblnant exprlmant le 
produit du cadre de lecture E7 du 
papillomavirus humain HPV-16 (VVhE7) et 
fiprouvgs avec des cellules primaires de rat 
transformers par HPV-16 et un oncogene ras. 
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Exemple 1 : Inhibition du de veloppement des tumeurs 
induites par le virus du papillorae bovin 
(BPV-1) par vaccination par des virus de la 
vaccine recombinants exprimant les proteines 
^ prScoces de BPV-1. 

a ) Construction des virus de la vaccine exprimant les 
proteines prgcoces de BPV-1 

10 Le plasmide pH69 (9) contient la region precoce 

du genome de BPV-1 insert en tant que fragment Hindlll- 
3amHI dans les sites HindlXI et BamHI du plasmide pML2 
(9). Des sous-fragments contenant les cadres de lecture 
EI, E2, E5, E6 et E7 sont excises par digestion avec des 

^enzymes de restriction (voir tableau I) et introduits 
dans les bacteriophages M13TG130 ou M13TG131 (10) puis 
soumls £ une mutag€nSse localis&e dlrlgge par oligonucleo- 
tide avant d'etre transfers dans le plasmide pTG186 poly 
(11). Ces Stapes sont rScapitulSes dans le tableau I. 

20 

Legende du tableau I : 

✓ 

[a] : les nucleotides soulignSs pr^cisent les bases non 
25 aparlees a la sequence parentale de BPV-1 

[b] r le codon d'initiation de la traduction et le site 

de restriction utilises dans le clonage sont 
soulign£s . 

Fc] : il n'a pas ete possible d'introduire le fragment 
3° Eco RI - Bam HI du plasmide pH69 contenant le cadre de 

lecture E5 dans le bacteriophage M13TG131 dans 
l'orientation desirSe : les clones sont obtenus dans 
1 'orientation inversfie dans laquelle deux fragments 
de plasmldes lndSpendants sont clones ; la 
mutagSnSse par oligonucleotide c rrespond done I 
l'aucre brln de l'ADN. 
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['<] : extrSmitg produite par digestion par une enzyme de 

restriction puis traiteraent avec Le fragment Klenow 

de l'ADN polymerase I de E. coli avant Le clonage ; 

na : non appliquable. 



Tableau I : Clonage et rautagenSse des sous-fragments du 
genome de BPV-1 pour leur transfert dans les 
virus de la vaccine. 



10 



BPV-1 
cadre de 
lecture 
fragment 



15 



• vecteur 

• site 



MutagSn&se 
sequence (5 f -3 f ) 
des oligonucleo- 
tides utilises [a] 
sequences au site 
d* initiation de la 
traduction [b] 



Clonage 

• fragment 

• vecteur 

• site 



El M13TG130 
20 NruI ~ AvrI1 BamHlfkl-Xbal 



na 



( TCGCGAGCGTCATGG ) 



BamH I -SstI 
pTG186poly 
BamHI-SstI 



E2 



M13TG131 



EcoRI-Spel EcoRI-Xbal 



25 



GAGGAGGATCCTGAAGAGGA 



( GGATCCTGAAG AGGATGG ) 



BamH I 

pTG186poly 
BamHI 



E5 M13TG131 AGATTTGCCATAGTCGACCAGTCAf c ] Sall-BamHI 

EcoRI- BamHI EcoRI-BamHI pTG186poly 

30 (GTCGACTATGG) Sall-BamHI 

E6 M13TG130 CAGACCCCGGATCCAACATGGACCT BamHI-Xma I I I f k] 

Hpal-Smal Smal pTG186poly 

( GGATCCA A CATGG ) BamH I- Smal 

35 

E7 M13TG130 TGCTACGACTCGAGCAAACATGGTTCA XhoI-EcoRI 

Hgal-Smal Smal pTG186poly, 

( CTCGAGC AAACATCG ) Sall-EcoRI 
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La mutaglnSse localisSe dlrig€e par 
oligonucleotide permet ci 1 introduire une sequence 
consensus de l'initiation de la traduction au niveau du 
codon d'initiation de raaniSre a assurer L'expression 
correcte apr£s transfert dans le virus de la vaccine. 
Dans chaque cas, 1 1 o ligonuclSot ide de synth&se introduit 
un site de restriction unique juste avant la sequence 
determinant le d€but de la traduction. 



jq Dans le cas du cadre de lecture de £1, il n'est 

pas necessaire de faire de rautagSn&se locallsSe du fait 
de la presence d'un site de restriction dans le genome de 
BPV-1 (site Nrul en position -11 par rapport 1 1 1 ATG 
lnitiateur et d'une sequence quasi consensus de la region 

15 d'initiation de la traduction (GCGTCATGG) : le nucleotide 
G en position -3 est presque aussi efficace que A dans 
^'initiation de la traduction. 



Des cellules primalres d'embryon de poulet sont 
20 cultiv€es 1 37°C dans un milieu MEM (Gibco) supplements 
avec 10 % de sSrun de veau foetal. Elles sont 
s imult anSment soumlses £ une infection par un virus de la 
vaccine thermosensible et 3 une transfectlon par les 
vecteurs d * exp ress ion/ t rans f ert portant les segments 
25 lnse*r£s de BPV-1 et par I'ADN du virus de la vaccine type 
sauvage. AprSs selection, on isole selon les techniques 
courantes, des recombinants de la vaccine dans lesquels 
1'expresslon de la sequence ins€ree est sous le contrdle 
du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine. 

30 

Les virus de la vaccine recombinants (VV) 
exprlmant les protSines pre*coces de BPV-1 El, E2, E5, E6 
et E7 sont appeies respectivement VVbEl, VVbE2 , VVbE5, 
VVbE6 et VVbE7. 
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b) Expressl n de El, E2. E5. E6 et E7 dans les cellules 
Infectges par les virus recombinants 

Oes cellules BHK-21 sur milieu de Eagle raodifie 
5 par Dulbecco MEM.BME (GIBCO) suppl§ment6 avec 10 % de 

serum de veau foetal (GIBCO) sont infectSes avec I'un des 

six virus recombinants avec une mult iplicite 

d 1 approximativeraent 20 unitSs formant plaque (ufp) par 

cellule* 

10 

AprSs une heure £ 37°C, du milieu frais est 
ajoute" et les cellules sont incubSes pendant deux heures. 
Le milieu est retire, les cellules lavSes une fois. Du 
•nilieu MEM.BME sans methionine et/ou cysteine et 

15 supplfimentS avec 5 % de sSrum de veau foetal dialyse est 
alors ajout€. Le marquage est effectue* avec 0.5-1 mCi/ml 
de L-m€thionine-35S et/ou L-cy s t 6ine-35S (Amersham) 
pendant 3 heures £ 37°C. Les cellules ainsi marquees sont 
rincSes deux fois avec 20 mM Tris. HC1 pH 7,2 ; 150 mM 

20 NaCl (tampon TS) contenant de l f aprotinine (1 Ul/ml ; 

Siosys, France), collect€es par grattage et rincees par 2 
cent rif ugations dans du tampon STE (20 mM Tris. HC1 P H 
7,2 ; 150 mM NaCl ; 1 mM Na 2 EDTA ; 1 Z aprotinine). Les 
cellules sont lys6es dans du tampon RIPA [50 mM Tris. HC1 

25 P H 7 » 4 > 15 ° »M NaCl ; 1 mM NAjEDTA ; 1 Z Triton X-100 ; 
1 Z NaDeoxycholate ; 0,1 Z SDS] ou f ract ionnSes pour 
dSterminer la localisation subcellulaire des protSines de 
3PV-1 . 

30 L f immunoprScipitation et le SDS-PAGE sont 

effectugs suivant la procedure dScrite par Davis (12). 
Des antisera polyclonaux de lapins, dressgs contre les 
protSlnes de fusion bactSriennes cor res pondan t aux cadres 
de lecture El, E2, E5, E6 et E7 sont obtenus par la 

35 mgthode classique connue de I'homme du mgtier, voir par 
exemple les rSffirences (13) et (14). 
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Les cellules infecte'es avec VVbEl produlsent une 
protSine nuclSaire de 69kD qui est spScif iquetnent 
reconnue par l'antisfirum anti-El (fig. 1, bande 1, la 
bande 2 correspond 5 une immunpre*cipitation avec un serum 

5 non immun). Les cellules infectfies par VVbE2 contiennent 
un niveau filevS d f un polypeptide de 48 kD prfisentant une 
rgactivitS croisSe avec E2 et correspondant 3 la protSine 
de t ransactivat ion majeure codSe par le cadre de lecture 
E2 de BPV-1 (fig. 1, bande 3 et contrfile, bande 4). Ce 

1Q polypeptide est dStectS dans toutes les sous-fractions 

cellulalres examinees, conformSment 3 ce qui a ete* d€crit 
pour la protSine E2 de cellules transf ortn^es par BPV-1 
(15). VVbE6 code pour une protSine de 15,5 kD 
spScif iquetnent prficipitSe par le sSrum antl E6 (fig. 1, 

15 bande 6 et contr61e bande 7) et localisSe 3 plus de 
50 Z dans la fraction cy top lasmique comme pour la 
procaine E6 des cellules transformers par BPV-1 (16). Les 
cellules infectSes par VVbE5 produisent un polypeptide de 
7,5 kD associ€ aux membranes cellulaires (fig* 1» bande 7 

20 et contr81e, bande 8), localisation caractSrist ique de la 
protSine E5 de BPV-1 (17). Les experiences 
d f immunoprScipitation avec l'antls&rum anti-E7 ne 
prSsentent pas de r€activitS crois£e. N€anmoins, 
l'analyse des vecteurs d'expression rSvSle la presence du 

25 cadre de lecture de E7 dans une orientation correcte et 

nous supposons que E7 est ef f ect ivement produite mais que 
pour une ralson inconnue elle n'est pas prficipitSe par 
1'antisSrum dlsponible. 

30 c) Vaccination contre les cellules tumorales indultes par 
BPV-1 

Des gr upes de rats femelles (Fischer) IgSes de 
4 semaines sont inoculSes par voie intradermale ou 
35 intrapgritonale avec les diffSrents virus recombinants 
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(£ une dose de 10 8 ufp dans LOO ul). lis subissent une 
injection de rappel avec la m€me dose aprds 12 jours et 
sont soumis £ une inoculation d'Spreuve, entre le L6e et 
le I7e jour avec des cellules 3T3 de lignSes syngSniques 
5 de rats Fischer (FR3T3) transformSes par BPV-1 selon le 
protocole decrit dans les references (9, 18) et appelSes 
FR3T3-BPV-1-6. Pour ceci, 2x10* cellules sont injectSes 
par voie sous-cutan£e dans un volume de 200 ul de milieu 
MEM.BME sans sSrum. 

Les rgsultats sont reprSsentSs sur la figure 2 : 

tous les animaux contrfilfis, vaccinas avec VV-0 
dSveloppent des tumeurs aprds une pfiriode de 
latence de 43 jours en moyenne. 

les animaux vaccinas avec VVbEl ou VVbE2 ne 
prSsentent pas de modification dans le 
de veloppement des tumeurs. 

les animaux vaccinas avec VVbE5, VVbE6 et VVbE7 
prSsentent un retard significatif de l f apparition 
des tumeurs. De plus dans quelques cas, il n T y a 
pas de dSvelopperaent de tumeurs (> 250 jours 
aprfcs l f 6preuve), points reprSsentSs dans le 
cadre en haut de la figure. 

Ces experiences sont rSpStSes en effectuant 
1 ' inoculation d'Spreuve avec des cellules de la lign£e 
3Q FR3T3 transformfies par BPV-1 selon le protocole dScrit 
dans les rfifSrences (9, 18) et appelSes FR3T3-BPV-1-3 . 
VVbEl et VVbE2 gtant sans effet, seuls VVbES, E6 et E7 
sont testSs et deux gr upes de rats s nt inoculSs avec 
2 virus recombinants simultanfiment , soit VVbE5 et VVbE7 
35 s it VVbE5 et VVbE6 afin de mettre en Evidence un 

Sventuel effet cumulatlf de ces antigSnes. La figure 3 
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c nflrme l'effet b€n§fique d ' une vaccina t ion par VVbE5 et 
VVbE7 (les points dans Le cadre du haut de La figure 
correspond aux animaux qui ne dlveloppent pas de 
tumeur) alors que VVbE6 reste sans effet notable dans 
5 cecte situation. De plus 11 n'apparatt pas d'effet 

cumulatif marque lors de l f association VVbE5, VVbE7. 

Exemple 2 : Clonage du ge*norae du virus HPV-16. 

Les cellules de la lign€e CaSki (ATCC 1550) 

10 

contiennent le gSnorae du virus HPV-L6 intSgrS dans un 
chromosome. A partir de 10 fioles de 75 cm 3 de cellules 
CaSki serai-confluences, l'ADN gSnomique total est purifie 
de la fa$on suivante : les cellules sont r€cuper§es par 

15 grattage, cent r i f ugSes et lavfies puis reprises dans 15 ml 
de tampon TE [Tris 10 mM pH 7,5 ; EDTA 1 mM] + 0,5 % SDS. 
AprSs traitement 1 la proteinase K (7,5 mg/15 ml) 3 37°C 
pendant 16 heures, l'ADN est stocke* 3 4°C. De cette 
fa^on, 1 ml de solution contenant 0,6 mg d'ADN est 

2 q obtenu. 

70 ug de cet ADN sont soumis a 1 une digestion 
partielle par l'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unites) puis 
deposes sur un gradient lin€aire (20 % - 40 %) de 

25 sucrose. Apr&s cent r i fuga t ion (rotor SW28, 16 heures a 

25.000 t, 20°C), des fractions de 500 ul sont collectees. 
Les fractions contenant de l'ADN de taille comprise entre 
10 et 20 kb (fraction 23-26) sont rfiunies, dialysfies 
contre du tampon TE, puis prScipitees a l'Sthanol. De 

3q cette fa<;on, 5 ug d'ADN sont obtenus. 

Afin de disposer d f un vecteur de clonage pour 
l f ADN dficrit p re*c6demment , l'ADN du bacteriophage lambda 
EMBL 301 (19) est diggrg par I'enzyme de restriction 
35 BamHI. AprSs extraction au phfinol-chlorof orme et 

precipitation 3 l'Sthanol, l'ADN est resuspendu dans du 
tampon TE. 
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L'ADN g^nomique des cellules CaSki ec 1 1 ADN du 
bacteriophage lambda sont ensulte ligues selon un 
protocole classtque (1 ug de vecteur, 2 ug d 1 ADN 
g€noraique). Apris etnpaquetage de l'ADN gr§ce i une 

^ crousse commercialisee par Amersham, un total de 
0,75 x 10 6 clones independants est obtenu. Ces 
bacteriophages sont Stales avec des bact£ries E . coll 
Q358 sur 18 bottes de 14 cm de diamStre et sur milieu IBM 
afin d'Stre criblSs avec des oligonucleotides 

10 synthetiques deduits de la sgquence du virus HVP-16 
[ (EMBL) PA16]. 



Le criblage de l'ADN des bacteriophages 
recombinants est effectu€ de fa$on classique pour l'homme 

15 de mfitier. Les oligonucleotides 1817 (sequence 5 1 

C ATGC ATGGAGATACACCTACATTG 3 f ; cadre de lecture E7' et 
1818 (sequence 5' GTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT 3 f ; cadre de 
lecture E5) marques radioact ivemen t au 32 P, sont melanges 
et hybrides 3 1 f ADN phagique (transfere sur des filtres 

2o nitrocellulose) pendant 16 heures I 55°C dans un 

tampon SSC concentre 6 fois. Les filtres sont ensuite 
laves dans les mfimes conditions de stringence, 10 signaux 
posltifs (1-10) ont 6te obtenus. La zone des bottes de 
pitrl correspondant a ces signaux est reprise dans 1 ml 

25 de tampon LBM. Ces suspensions sont regtalSes sur des 

bottes de p6tri 0 10 cm (2-10 ul de suspension par botte) 
en double et un criblage secondaire est effectue avec les 
oligonucleotides 1817 et 1818 s€parement. Les signaux 
correspondant aux phages obtenus & partir des premiers 

30 lsolements 4 et 5 etant les plus incenses, ces deux 
clones sont cholsis pour la suite des experiences. 



Des minicultures de bactgries E. coli Q358 
infectees avec le bacteriophage , isoie a* partir des 
35 sous-clones 4-1, 4-2, 5-1 et 5-2 sont r6alis6es, L'ADN de 
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ces clones est purifie ec soumis 3 digestion par l'enzyme 
de restriction PstI afin d'analyser les recombinants 
select tonnes . 

AprSs migration sur un gel d'agarose I %, les AD N 
ci-dessus sont transferSs sur une membrane de 
nitrocellulose selon la techniqe de Southern. Ces 
membranes sont ensuite lncub£es avec les deux 
oligonucleotides 1817 et 1318 marques au 32 P par action 
de la polynucleotide kinase comme prSc§demment . AprSs 
hybridation et lavage de la membrane, cette dernidre est 
soumise i autoradiographies Deux bandes correspondant £ 
des ADN de tallies 1063 et 1772 pb respect ivement sont 
rSvglSes ainsi, indiquant que les clones 4-1, 4-2, 5-1 et 
5-2 possSdent le g€nome du virus HPV-16. 

Exemple 3 : Sfiquenqage des ADN correspondant £ E6, E7 
et E5 



20 Le bacteriophage 5-1 est choisi pour les 

experiences ultSrieures. Afin de disposer de quantlt€s 
lmportantes de l'ADN de ce clone une preparation d'ADN & 
partir de 500 ml de bactSrie £. coli Q358 infecties est 
r£alis£e selon un protocole classique. 800 \ig d'ADN sont 

25 alnsi obtenua. Apris digestion par I'enzyme PstI, l'ADN 
est soumis & 1 ' elect rophor&se sur gel d'agarose 1 % 
contenant du bromure d'gthidium et visualise sur une 
lampe UV. Les bandes de gel correspondant aux tallies 
1063 et 1772 pbs sont decouples et l'ADN est extrait en 

30 utilisant une trousse "Geneclean" (BiolOl Inc). Get ADN 
est ensuite ligu£ dans un bacteriophage M13TG130 ouvert 
au site PstI et transformg dans des bact£ries competentes 
E. coli NM522. 
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L'ADN des bacteriophages M 1 3 recombinant est 
purifie 3 partlr de ratnicultures (1,5 ml) et analyse" par 
•Ugestton avec des enzymes de restriction. Un clone 
untenant la bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) et an clone 
5 contenant la bande HPV-16 L772 pb (M13 E7/E6) sont 
select lonnSs . 

Afin de llmlter le travail de s6quen<;age et comme 
les ADN recherchSs sont ceux correspondant aux cadres de 
10 lecture E5, E6 et E7 ( seules les regions des fragments de 
restriction PstI correspondant aux protfilnes E6 et E7 
(M13 E7/E6) et E5 (H13 E5) sont sSquencges, gr§ce 2 des 
oligonucleotides synth€tlques de sequence 

15 5 f ATCTAACATATATTC 3' et 5» GTTGTTCCATACAAA 3' pour K13 E7/E6 

et 

5* GrCTGCCTATTAATAC 3* pour M13 E5. 

La figure 4 prSsente la structure du bacteriophage M13 
20 E7/E6 ec la figure 5 celle du bacteriophage M13 E5 . La 

sequence obtenue pour E7 rSvSle une homologie totale avec 
la sSquence contenue dans les banques de donn€es PPH16. 
Pour E6 on observe deux mutations : G & la place de A en 
position +46 et G £ la place de T en position +264 par 
25 rapport £ l'ATG lnltlateur de E6. Pour E5 t on obtlent la 
sequence representee £ la figure 6, qui diff&re par 
quelques bases de la sequence contenue dans la banque de 
donnSes . 

30 Exemple 4 : Clonage des fragments d'ADN portant E6, E7 et 
E5 dans le vecteur de transfert. 

Avant d*integrer le9 ADN codant pour ces 3 cadres 
de lecture dans des virus de la vaccine recombinants, 11 
35 est necessalre de les modifier afin de disp ser de sites 
de restriction uniques en am nt et en aval des gdnes et 
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d'amfiltorer les sequences autour de 1 1 ATG initiateur afin 
d'obtenir une bonne traduction et un niveau Sieve" de 
pro tS ine synth6cis€e. 

5 a) Cadre de lecture E6 

Un site de restriction Sail et un site SphI sont 
cr€€s respec tivement en amont et en aval de la sequence 
codant pour E6 grace a* deux oligonucleotides 
10 synthS t iques , en eraployant une technique de mutag€nese 
locallsSe dlrigSe par oligonucleotide (trousse 
Amersham). Ces deux mutations ponctuelles sont rSalisSes 
slmultanSment en utilisant les oligonucleotides 
suivants : 

15 

5' GTTAGTATAAAAGTCG ACCCACCATGCACCAAAAGAG 3* 

5' C ATG CATGC AG ATACACC 3* 

20 Un nucleotide A en position -3 par rapport £ 

1 ' ATG est lntroduit a* la place d*un nucleotide T en merae 

temps que le site Sal I. 

✓ 

Les bacteriophages obtenus sont analyses par 
25 digestion avec des enzymes de restriction et par 
s€quen<;age. Un clone est retenu pour la suite 
design€ M13TG1181. Le fragment de restriction Sall-SphI 
est ensulte clone dans le vecteur pTG186 poly (11) ouvert 
aux sites Sail et SphI (pTG2198). Ce vecteur permet le 
3Q transfert de 1 ' ADN dans le genome du virus de la 
vaccine • 

b) Cadre de lecture E7 

35 Un site de restrict! n PstI et un nucie tide A en 

position -3 sont lntroduits en amont de la sequence 
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codant pour la procaine E7 par mutagenSse localisee 
grlce a ^oligonucleotide sulvant : 

5' GTAGAGAAACCCTCCAGCCACCATGCATGGAG 3' 

5 

Plusieurs clones ont etS obtenus. L'un d'entre 
eax quL contieat un fragment de restriction PstI de 350 
pb, est s&quencS dans la zone correspondant 3. la 
mutation. La sequence correspond bien i la mutation 
10 attendue (M13TG1182). Le fragment de restriction PstI est 
ensulte lns€r£ dans le plasmide pTG186 poly ouvert au 
site PstI (pTG2199). 

c) Cadre de lecture E5 

15 

Un site de restriction PstI est introduit en 
amont de 1 1 ATG initiateur du cadre de lecture E5 
(position 3851 dans PPH16) par rautagSnSse localisee grlce 
1 1 ' o 1 igonuclfio t ide suivant : 

20 

5 f GTCTACTGGATTTACTGCAGTATGACAAATCTTGAT 3» 

Un site de restriction EcoRI est introduit en aval 
du codon stop grdce & 1 1 o ligonuc ISo t ide suivant : 

25 

5 f GTATATGTACATAATGAATTCTTACATATAATTGTTG 3' 

Ces deux mutations sont introduites 
s imu 1 t anSrae nt (trousse Amersham) . Le clone retenu pour 
30 la suite est dSsignfi par M13TG 3151. Le fragment de 
restriction Pstl-EcoRI est ensulte insSrg dans le 
plasmide pTG186 poly ouvert aux sites PstI et EcoRI 
(PTG3180) . 
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Exemple 5 : Construction des virus de la vaccine recombinants. 



Les plasmides pTG2198, 2199 et 3180 sont 
utilises pour transferer les cadres de lecture E6 , E7 ec 
5 E5 dans un virus de la vaccine (souche Copenhagen) corarae 
d€crlt precfidemment . Les virus recombinants oO les 
sequences codantes sont sous le contrfile de promoteur 
7,5 iC de la vaccine sont appelSs VVHE6 , VVhE7 et VVhE5. 



10 Des cellules BHK-21 sur milieu MEM.BME supplSmente 

avec 10 % de serum de veau foetal sont infectSes avec 
l*un des trols virus recombinants avec une multiplicity 
d ' approxiraa tiveraent 20 ufp par cellule. 

15 AprSs incubation sulvant le protocole decrit 

prScfidemment » les cellules sont rScupSrfies, lysees* et 
fractionnees afln de determiner la localisation 
subcellulaire des protSines de HPV-16. 



L'expression des gdnes E6 et E7 est v£rifi€e par 
imraunoprficlpitat ion des protSlnes (marquees & la 
cysteine - 33 S) synthgt is6es . 

Les anticorps polyclonaux dresses contre les 
protSines de fusion bactSriennes correspondant aux cadres 
de lecture de E6 et E7 sont obtenus par la m&thode 
classique connue de I'homme du mStier et dScrite dans les 
references (20) et (21). 



30 Les cellules infectfies par VVhE6 produisent une 

protSine cy toplasmique de 18 kD qui est spficif iquement 
reconnue par l'antisSrura anti-E6 (fig. 7, bande 1, la 
bande 2 correspond & une immunoprficipitat ion avec un 
s£rum non immun). Les cellules infectfies par VVhE7 

35 produisent aussl une protfiine cy toplasmique de 19-20 kDa 
spficif iquement reconnue par l'antisfirum anti-E7 (fig. 7, 
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bande 3 t La bande 4 correspond 3 une immunoprgcipitat ion 
ivec un sSrum n n irnmun). 

Pour E5> aucun antiserum n'gtant disponible, 
1'incSgration du bloc d f expression de E5 dans le virus de 
la vaccine est vgrifige par analyse de 1 1 ADN selon la 
technique de Southern. 

Exemple 6 : Effet de la vaccination par VVhE6 et VVhE7 
sur le developpement des tumeurs induites 
par HPV-16. 



Des groupes de rats femelles (Fisher) agges de 
A semaines sont vaccinges par injection intradermal de 
15 5.10 7 ufp (dans 100 ul) des diffgrents virus 

recombinants. lis sont soumis I une injection de rappel 
avec la ragme dose aprSs 12 jours. 

Entre le 16e et le 17e jour, lis sont eprouvgs 
20 avec une lignSe obtenue par co- 1 rans feet ion dans des 
celluLes primaires de rat : (lign^e RE01). 

1) d f un plasraide comportant le ggnome de HPV-16 sous 
controle du LTR de rgtrovirus de Moloney (22) ; 

2) d'un plasmide codant pour un gSne de resistance a G418 
25 et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des cellules 

de lignSes gtablies ou exprimant un gSne 
immortalisant . 

2 x 10* cellules sont injectges dans un volume de 
30 200 ul de tampon MEM.BME sans sgrum par voie sous* 
cutange. 

D'aprSs les figures 8 et 9, on fait les cons tatat ions 
suivantes : 

35 
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les arttraaux tgraoins, non vaccinas, dgveloppent 
des cumeurs detectables 10 jours apres 
1 ' inoculat ion des cellules trans Eormees (voir 
llgnes tlretees). 

les animaux vaccines avec VVhE6 tie dgveloppent 
pas de tumeur dans 2 cas sur 7 (> 100 jours). 
Lorsque des cumeurs apparaissent , dans 3 cas leur 
dgvelopperaent esc ralencl de facon trSs 
significative et pour 2 animaux l'apparition des 
Cumeurs est retardge (24 et 34 Jours au lieu de 
10 jours). Snfin, dans deux cas, le dgve loppement 
des tumeurs est Idencique £ celui prgsente par 
les animaux du lot temoin. 

les animaux vaccinas avec VVhE7 ne dgveloppent 
pas de tumeur dans 3 cas sur 7 (> 100 jours). 
Dans les 4 autres cas, les tumeurs apparalssent 
dds le lOe jour, mais leur dg veloppement est 
slgniflcativement retards. 



\fin de tester les effets protecteurs de ces 
vaccinations, les animaux qui dans les deux lots n'ont 
pas dgveloppg de tumeurs sont repris et gprouvgs 80 jours 
apris la premiSre gpreuve d ' inoculation avec 10 fois la 
dose initiale, c'est-I-dire 2 x 10 5 cellules. Dans de 
telles conditions d 1 inoculation , des animaux tSmoins 
dgveloppent des tumeurs aprds 4 jours. 

30 - les animaux qui avaient gtg vaccinas par VVKE6 

dgveloppent des tumeurs de faqon ldentique aux 
animaux tgmoins. 



35 



par contre, les animaux prgalab lement vaccinas 
avec VVh£7 mSme dans ces conditions ne 
dgveloppent pas de tumeurs (> 100 jours). 
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Ces resultats ainsi que les precedents mettent en avant le role important que jouent les 
antigenes E7 dans la protection contre le developpement des tumeuis induites par HPV-16. 



Afin de verifier les r&ultats ci-dessus deux autres series d 'experiences sont realisees 
avec d'autres Iign6es cellulaires. Des groupes de rats femelles agees de 4 semaines sont 
vaccinees par injection intradermal des virus recombinants comme dlcrit precedemment Les 
rats vaccines par les virus recombinants sont 6prouves avec 2.10 4 ou 10 s cellules primaires 
(Iignee RE31) de rat preparees selon le protocole ddcrit precedemment* Le nombre d'animaux 
ayant rejet6 les tumeurs ou cbez lesquels on observe un retard dans 1' apparition de celles-ci 
1 0 est donn£ dans la premiere partie du tableau II (Premiere epreuve). Dans ce tableau WO 
correspond a un virus de la vaccine recombinant temoin n'exprimant pas une proteine de 
HPV). Puis, des rats ayant rejete une premiere fois les tumeurs sont a nouveau eprouves mais 
en utilisant une concentration superieure de cellules primaires (2.10 s au lieu de 2.10 4 ou 10 s ). 
Le resultats obtenus sont pr6sentes dans la seconde partie du tableau II (Deux&me epreuve). 

15 

TABLEAU H 
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Virus Rejet Retard dans l'apparition Total 

20 recombinant de la tumeur 



Premiere 6oreuve par injection de 2xl0 4 cellules de la ligneee RE31 par rat 

WhE6 ' 3/18 5/18 8/18 

WhE7 3/17 5/17 9/17 

W0 0/17 0/17 0/17 

Premifere fareuve oar injection de 10 5 cellules de la lign6e RE31 par rat 

WhE6 7/20 1/20 8/20 

WhE7 5/20 0/20 5/20 

W0 1/20 0/20 1/20 

Deuxfeme doreuve par injection de 2x10 s cellules de la lign6e RE31 par rat 

WhE6 2/4 0/4 2/4 

WhE7 3/4 1/4 4/4 

W0 0/5 0/5 0/5 



30 
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Dans une autre serie d'experiences, les lign&s de cellules primaires de rats, servant 
& eprouver les rats vaccines, sont co-transfectees par : 

1) un plasmide comportant le genome de HPV-16 sous le contrSie de son propre 
promoteur, 

2) un plasmide codant pour un gene de resistance a G418 et pour EJ-RAS, qui ne 
transforme que des cellules de lignees 6tabiies ou exprimant un gene immortalisant. 

On obtient ainsi la lign6e RE604. Le tableau m presente les rfcultats obtenus dans ces 
conditions experimentales. 



TABLEAU m 
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Epreuve par injection de 2x10* cellules de la lignee RE604 par rat 


Virus 


Rejet 


Retard dans F apparition 


Total 


recombinant 




de la tumeur 




WhE6 


0/30 


6/30 


6/30 


WhE7 


7/40 


10/40 


17/40 


WhE6/WhE7 


0/10 


2/10 


2/10 


WO 


0/30 


0/30 


0/30 



25 Les rfsultats de ces experiences mettent en avant le role important que jouent les antigenes 
E7 et E6 dans la protection centre le developpement des tumeurs induites par HPV-16 



Dans toutes les lignfes celiulaires, l'expression de la proline E7 est v6rifiee par 
immunoprfcipitation. L'action protectrice exercee par Pantigine E7 n'est done pas dependante 
de la lignee considered 

Les souches suivantes ont ete deposees le 24 fevrier 1989 k la collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes de Plnstitut Pasteur (Paris) : 
. E coli pTG2198 sous le n° 1-837. 

- E. coli pTG2199 sous le n° 1-838. 

- E. coli pTG3180 sous le n° 1-839. 
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REV END I CAT IONS 

Composition pha rraaceu C ique caractgrisge en ce qu'elle 
contient 1 cltre de prtncipe actlf prgventif ou 
curatif, au moins un poxvirus recotabinanc qui 
comporte une sgquence d * ADN hgtgrologue codant au 
raoins pour la region essentielle d'une protgine * 
non structurale d'un papillomavirus, ainsi que les 
glgments de rggulation assurant son expression dans 
les cellules supgrieures. 

Composition selon la revendication l t caractgrisge en 
ce que les glgments de rggulation assurant 
l'expression de la sequence d ' ADN hgtgrologue 
comportent un promoteur de la transcription du gfcne 
et une rggion d'initiation de la traduction dans les 
cellules hates. 



3. Composition selon la revendication 2, caractgrisge en 
20 ce que la position -3 de la rggion d'initiation de la 

traduction comporte un A ou un G. 

4. Composition selon l'une des revendicat ions 113 
caractgrisge en ce que le poxvirus est vivant ou 

25 tug. 



5. Composition selon l'une des revendicat ions 113 
caractgrlsge en ce que ladite sgquence d f A0N code 
pour l'une au moins des protgines prgcoces du virus 
30 HPV-16. 



6. Composition selon l'une des revendicat ions 15 5 
caractSrisge en ce que lesdltes protgines prgcoces 
sont choisies parmi El, E2, E4, E5, E6 et E7. 

35 

7. Comp siti n selon la revendicat! n 6 caractgrlsge en 
ce que lesdltes protgines prgcoces sont ch isles 
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parmi E6, E7 et E5. 

8. Composition seloti la re vendicat ion 7 caract6rise*e en 
ce que ladite protfiine precoce est la protSine E7 . 

5 

9. Composition selon la revendicat ion 7 caractSrisSe en 
ce que Ladite protSine prficoce est la protgine E5 

dont la sequence codante est representee I la figure 6. 

10 10. Composition selon I'une des revendicat ions 

prficfidentes caract Sr isSe en ce que les sequences 
d'ADN codant pour les protSines prficoces d'un 
papillomavirus sont sous le contrQle d f un promoteur 
d'un gSne du poxvirus utilise*. 

15 

LI. Composition selon la revendicat ion 10 caractfir isge en 
ce que le poxvirus est le virus de la vaccine. 

12. Composition selon la revendica tion 10 caractSrlsfie en 
20 ce que le promoteur est le promoteur du g3ne de la 

protSine 7,5 fC du virus de la vaccine. 

Composition selon l f une des revendications 1 3 12 
caract£rls€e en ce que les sequences d'ADN codant 
pour les protSines prScoces d'un papillomavirus sont 
clonSes & l'intfirieur d'un region non essentielle du 
virus utllisS. 

14. Composition selon la re vendicat ion 13 caract€ri3Se en 
30 ce que la rSgion non essentielle est le gSne TK. 

15. Composition selon l'une des revendications 1 1 14 
caract£ris€e en ce que elle comporte un support 
pharmaceut iquement acceptable permettant son 

35 administration par inject! n a l'h mme u & 

1 'animal. 
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